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Abstrakt

Diplomovéa prace se zabyva studiem elektrochemického chovani nesteroidniho
stanoveni nimesulidu pomoci voltametrickych technik DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni
pulzni voltametrie (DPV) v oxidac¢nich 1 redukénich oblastech potencialti. Jako pracovni
elektroda byla pouzita kompozitni elektroda z ultraistého grafitu (UTGE). Pro vybér
optimalniho pH byla proméfena pH zavislost, urcen pravdépodobny mechanismus reakci,
dale byla provétena opakovatelnost méteni, a nakonec byly proméfeny a vyhodnoceny
kalibra¢ni zavislosti ve vybranych prostiedich.

Pro méfeni kalibra¢nich kiivek v koncentraénim rozmezi 0,1-100 pmol I"! byla
vybrana prostfedi BR pufru o pH 2 a 4 pro DCV a pH 2 a 5 pro DPV. Meze detekce pro
DCV i DPV na UTGE se pohybovali v fddech 1077 mol I"!, coZ jsou hodnoty odpovidajici
alternativnim voltametrickym metodam, které rovnéz vyuzivaji nemodifikovanych pracovnich

elektrod.

Abstract

This Diploma Thesis deals with the study of the electrochemical behaviour of the
nonsteroidal anti-inflammatory drug nimesulide. The aim of this work is to find optimal
conditions for the determination of nimesulide using voltammetric techniques direct current
voltammetry (DCV) and differential pulse voltammetry (DPV) in oxidation and reduction
potential regions. An ultra-trace graphite electrode (UTGE) was used as the working
electrode. The pH dependence was measured to select the optimal pH, the probable
mechanism of reactions was determined, the repeatability of the measurements was checked,
and finally the calibration dependences were constructed and evaluated in the selected
media.

BR buffer media of pH 2 and 4 for DCV and pH 2 and 5 for DPV were selected to
measure calibration curves in the concentration range of 0.1-100 pmol L™!. The detection
limits for both methods DCV and DPV at the UTGE were in order of about 10" mol L™/,
which are values corresponding to alternative voltametric methods that also use unmodified

working electrodes.
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1. Uvod

Techniky pro detekci a stanoveni nesteroidniho protizanétlivého 1é€iva nimesulidu
(NIM), které u¢inné brani bolesti a snizuje horecku, zahrnuji techniky chromatografické,
elektrochemické a spektrometrické. Chromatografie a spektrometrie vSak vyzaduji nékolik
¢asoveé naro¢nych manipulacnich krokt a relativné drahé piistroje. Elektrochemické metody
jsou Siroce pouzivany jako rychlé, jednoduché a presné metody.

Stanoveni 1é¢iv je v dneSni dobé ¢im dal cilenéjsi téma z hlediska lékaiského i
enviromentalniho. Cilem této prace je nalézt vhodné podminky pro stanoveni nesteroidniho
stanoveni. Pro stanoveni jsou pouzity techniky DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni
voltametrie (DPV) na kompozitni elektrodé z ultracistého grafitu (UTGE). Prace se snazi
nemodifikované pracovni elektrod¢. Métfeni probiha v prostfedi Brittonova-Robinsonova

roztoku v tfielektrodovém zapojeni.



2. Teoreticka cast

2.1 Vlastnosti a struktura NIM

NIM je nazloutly krystalicky prasek, ktery je rozpustny v acetonu, chloroformu a
ethylacetatu, slabé rozpustny v ethanolu a prakticky nerozpustny ve vodnych systémech, coz
vede k obtizim ve farmaceutické formulaci oralnich nebo injek¢nich roztokti a k proménlivé
biologické dostupnosti. Byly provedeny studie ke zvySeni rozpustnosti NIM ve vod¢ jeho
zaclenénim do komplexu NIM-L-lysin—B-cyklodextrin, ale zalude¢ni bezpecnost NIM
zavisi na koncentraci 1é¢iva dosazené v Zaludecni sliznici. ZvySena rozpustnost léCiva
z komplexu B-cyklodextrinu by tedy mohla mit za nasledek zvySené podrazdéni Zzaludku
v disledku zvySené mistni koncentrace 1é¢iva [1].
horecku. Pouziva se pro 1é¢bu akutni bolesti a primarni dysmenorey u dospivajicich a
dospélych starSich 12 let. Ptipravky se pouzivaly i1 k symptomatické 1é€bé osteoartrozy,
avSak kvili gastrointestindlnim a hepatickym nezadoucim Uc¢inkim, které by se mohly
projevit pii nutném dlouhodobéj$im podavani téchto 1é¢iv pii chronickém stavu, bylo jejich
uziti k 1é¢bé osteoartrozy zakazano [2]. Na rozdil od jinych NSAID chemicka struktura NIM
(obr. 1) neobsahuje karboxylovou skupinu, ale sulfonanilidovou skupinu jako kyselou
skupinu [3].

o, O
\ 7/
\S/

HsC” ~NH

NO,
Obrazek 1: Struktura NIM.

U déti mladsich 12 let jsou piipravky s obsahem NIM kontraindikovany, avSak zd4 se,
ze uzivani krats$i dobu nez 10 dni nezvySuje u déti riziko podchlazeni, gastrointestinalniho
krvéaceni, epigastrické bolesti, zvraceni, priijmu nebo ptfechodného, asymptomatického
zvySeni jaternich enzymi ve srovnani s ketoprofenem, paracetamolem, kyselinou
mefenamovou, aspirinem nebo ibuprofenem [4]. U tehotnych a kojicich Zen je NIM

kontraindikovan.
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Hodnota pKa. NIM 6,5 je velmi dulezita pro zaludecni snaSenlivost, protoze zabranuje
zpétné difuzi vodikovych iontli odpoveédnych za poSkozeni tkané [5]. NIM je obecné dobie
snaSen, ale wvedlejsi ucinky mohou =zahrnovat bolest hlavy, zavraté, ospalost,
gastrointestindlni potize, nevolnost, bfiSni potize, prijem, periferni edém a precitlivélé
reakce. Obecné se nedoporucuje pouzivat pii chronickych obtizich a u dospélych ne déle nez
cyklooxygenasy COX-2 miize existovat zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni
v disledku nerovnovahy generované vazodilatacnim prostacyklinem a vazokonstrikénim
tromboxanem — vazokonstriktorem a antiagregantem krevnich desticek [7]. NIM je
k dispozici na 1ékatsky predpis ve forme kapsli nebo granuli pro peroralni suspenzi 100 mg
a jako ¢ipky 200 mg v generickych i obchodnich formulacich [6].

Nejdiskutovanéj$im negativem NIM je mira jeho hepatotoxicity. NSAID obecné patii
mezi nejcasteji pouzivané latky zptsobujici hepatotoxicitu, avSak piehled hepatotoxicity
NSAID uvadi, ze bylo hlaseno mnoho ptipadi pravé u NIM [8]. VétSina piipadi akutniho
selhani jater v disledku ptisobeni NIM byla u Zen stiedniho v€ku s ndstupem do 2 tydnti az
3 mésich od zah4jeni 1écby. Pti¢inou masivni jaterni nekrdzy je v tomto pfipadé hepatitida
vyvoland uzitim tohoto 1éc¢iva [9]. Jaterni sekundarni ucinky NIM souviseji s jeho
mitochondrialni rozpojovaci schopnosti. Neddvné prace naznacuji, ze tato mitochondrialni
toxicita zavisi na interakci NIM s NAD(P)H [10]. Piedpokladé se, Ze redukovand forma
nitroskupiny NIM je zodpovédnd za hepatotoxicitu. Redoxni pfeména NIM by mohla
zahrnovat tvorbu hydroxylaminovych derivatii nebo generovani radikalovych derivati, jako
jsou nitroradikalové anionty [11]. Kvili akutnimu poskozovani jater je v nékterych statech

distribuce NIM zakazana. Mezi takové staty patii naptiklad USA [8].

2.2 Mechanismy piisobeni NIM

NIM ptlisobi prostiednictvim fady mechanismi, véetné selektivni inhibice syntézy
prostaglandind, redukce generace superoxidovych aniontl z polymorfonuklearnich
leukocyttli, inhibice syntézy agregacniho faktoru desticek a zachycovani kyseliny chlorné
[12].

NIM je téméf uplné biotransformovan na 4-hydoxynimesulid ve volnych a
konjugovanych formach, ktery zajistuje podporu protizanétlivé aktivity NIM [13]. NIM je

Siroce metabolizovan (1 az 3 % davky NIM se vylu€uje v nezménéné formé moci) na nékolik
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metaboliti, které se vylucuji hlavné moci (70 %) a moCovymi sedlinami (20 %) [12]. Byly
charakterizovany a kvantitativné urCeny hlavni metabolity NIM v moci clovéka po
jednorazovém oralnim podani 200 mg. Bylo zjisténo, Ze vznikaji hydroxylaci fenoxylového
jadra (M1), redukci nitroskupiny na aminoderivat (M2), soubéznou hydroxylaci a redukci

(M3) a N-acetylaci metaboliti M2 (za vzniku M4) a M3 (za vzniku M5) (obr. 2) [1].

NHSOZCHB NHSO2CH3
NO2 NHI
M1 M2
N!l-ISOZCH3 NI'ISC'z(T!‘I3
Oﬁm D—@
NH2 I~II-IC(30:]-[3
M3 M4
N]-[SJZ)Z(I-[3
O CT(}[
NH COCH

ws
Obrazek 2: Mocové metabolity NIM. Prevzato z [1].

NIM inhibuje enzym cyklooxygenasu (COX), ¢imz blokuje tvorbu prostaglandind,
které maji dulezitou funkci pfi bolestech. VétsSina NSAID inhibuje formu COX-1, avSak
pravé NIM ma relativni specificitu pro aktivitu COX-2, kterd je s bolestmi vice spjata. NIM
ma ale relativné maly G¢inek na funkci krevnich destic¢ek, coz je spojeno s aktivitou COX-1
[6]. Diky schopnosti inhibovat COX-2 ma také mirngj$i i€inky na gastrointestinalni sliznici.
Pocatecni obecna klinicka zkuSenost se selektivnimi inhibitory COX-2 ukazuje, ze jsou
zv14aste slibné u osob s rizikem onemocnéni ledvin, hypertenze nebo méstnavého srde¢niho
selhéani. Selektivni inhibitory COX-2 by tedy mé¢ly mit protizanétlivé ucinky bez vedlejSich
ucinkl na ledviny a Zaludek, u¢inek NIM je pfitom srovnatelny nebo lepsi nez u jinych

NSAID [1].
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2.3 Analytické techniky stanoveni NIM

Pro stanoveni obsahu NIM doporuéuje Cesky 1ékopis potenciometrickou titraci ve
smési voda—aceton, kdy se 0,240 g rozpusti ve 30 ml acetonu, ptida se 20 ml vody a titruje
se za pouziti 0,1mol I"! hydroxidu sodného jako titraéniho ¢inidla. Déle pro stanoveni
totoznosti je uvedena metoda infradervené absorpéni spektrometrie, kde se porovnavaji
s chemickou referencni latkou (nimesulidum) tablety s obsahem nimesulidu. Pokud se
spektra 1i8i, rozpusti se oddélené zkousena latka i referencni latka v acetonu, odpaii se a se
zbytky se zaznamenaji nova spektra. [14].

K analyze NIM byly naptiklad pouzity techniky (orientacni limity detekce v fadech
jsou uvedeny v zavorce) spektrofotometrické (10~ mol 1'!), fluorimetrické (1078 mol 1),
chromatografické (HPLC, TLC a GC) (10°® mol 1!, 107 mol 1!, 10® mol 1),
elektroforetické (CE, CZE a MEKC) (10> mol I, 1077 mol 1"!), voltametrické (az 10 mol 1)
a dalsi. Nejcastéji pouzivanymi metodami jsou HPLC a spektrometrické metody [15]. Tyto
metody ale potfebuji mnohdy zna¢nou predipravu vzorku (napiiklad centrifugaci) a byvaji
¢asové narocné, proto je vyhodny vyvoj novych elektrochemickych metod, které tyto

predupravy zpravidla nevyzaduji.

2.4 Elektrochemické metody stanoveni NIM

Stanoveni obsahu NIM bylo v poslednich letech provedeno i fadou elektrochemickych

technik, jak o tom svéd¢i niZze uvedené elektrochemické metody.

2.4.1 Nemodifikované elektrody

Pevné elektrody. U¢inky pasivace na povrch nemodifikovanych pevnych elektrod
jsou kritické, nejvice pii praci v anodické oblasti potenciald, proto se studie [16] zamétuje
nejen na popis stanoveni NIM, ale i na procesy elektrochemického ¢i$téni nemodifikovanych
elektrod. Elektrody byly pfed pouzitim upraveny nasledujicimi postupy: elektroda ze
skelného uhliku (GCE) byla vylesténa suspenzi oxidu hlinitého (velikost ¢astic 1,0 a
0,05 pum), povrch elektrody z pyrolytického grafitu byl obnoven pomoci smirkového papiru
(zrnitost 2000 mesh). Po procesu lesténi byly elektrody vystaveny ultrazvuku po dobu 2 min,
oplachnuty deionizovanou vodou a vysuSeny pod proudem dusiku. Pro demonstraci
regenerace povrchu elektrody byly provedeny dvé série DPV experimentl (obr. 3), jeden

(A) méfeny bez predbézné upravy elektrody a druhy (B) s aplikaci potencialu 1,6 V po dobu
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10 s pred zac¢atkem dalsiho stanoveni. KdyZ se experimenty opakovaly bez kroku predbézné
elektrochemické upravy, byl pozorovan pokles signalu o pfiblizn¢ 7,2 % na GCE a 16,6 %
na elektrod¢ z pyrolytického grafitu. Opakovatelny signal byl ziskan, kdyz byla aplikovana
elektrochemicka preduprava, ¢imz se zabranilo pasivaci elektrody (obr. 3). Rozsah linearity
byl uréen na GCE od 4,3-107° do 4,2-10* mol 1!, s detekénim limitem 3,2-107® mol 1"".

Metoda byla aplikovana na farmaceutickych vzorcich [16].

I (nA)

B

1.0 1.2 1.4

E (V) vs Ag/AgCIKCI

Obrazek 3: Diferencni pulzni voltamogramy s pouzitim elektrody z pyrolytického grafitu: (4) elektroda bez jakéhokoli

predbézného oSetieni pred experimentem; (B) elektroda predem kondicionovana pri 1,6 V po dobu 10 s pred kazdym

DPV. Zdaznamy (a), (b) a (c) predstavuji t'i po sobé jdouci méreni ve stejném roztoku. Zakladni elektrolyt: 0,1 mol I
H>SO0q; koncentrace NIM: 1,0-107° mol I"!. Prevzato z [16].

Borem dopovana diamantova elektroda. Postup pro soucasné stanoveni NIM a
paracetamolu (acetaminofenu) byl proveden vsadkovou injekéni analyzou s multipulzni
ampeérometrickou detekci. NIM lze elektrochemicky redukovat 1 oxidovat. Nitroskupina
muze byt redukovdna na hydroxylaminovy derivat, ktery miZze byt oxidovan (kvazi-
reverzibilni chovéani) na nitrosoderivat ve zpétném skenu pfi pozitivn€jSich potencidlech.
Déle 1ze pozorovat redukci elektrochemicky generované nitrososlouceniny pi1 druhém
dopfedném skenu z pozitivnich do negativnich potencidli (reverzibilni chovéni
nitrososkupiny). Anodicky signidl NIM (detekovany bez ptedchozi redukce) lze ptipsat
oxidaci methylsulfonamidové skupiny. Jako pracovni elektroda byla pouzita borem
dopovana diamantové elektroda s vyslednym limitem detekce 0,30 mg 1"! (1,0-10® mol I'")
[17].

Rtut’ové elektrody. Pomoci adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie byla popsana robustni

metoda s linearnim rozsahem 3,32-107°-3,85-10"7 mol 1! a priméma vytéznost 1ékové
14



formy byla 101,3 % s s: 1,3 % (n = 9). Uzita byla visici kapkova rtut'ova pracovni elektroda
(HMDE), Ag/AgCl jako referentni elektroda a platinovy drat jako pomocna elektroda. Jako
optimalni zékladni elektrolyt byl vybran 0,01mol 1! octan amonny, kterém bylo dosazeno
s nejvyssi vysky piku. Byl ziskdn dobie definovany signal s potencidlem piiblizn¢ —320 mV.
Metoda byla testovana na 1é¢ivych formach NIM, konkrétné na Aulinu 100 mg [5].

NIM byl stanoven také pomoci square-wave voltametrie (SWV) kombinované s HMDE.
Mechanismus elektrodové reakce byl popsan jako jednoelektronova redukce nitroskupiny
na stabilni radikalovy aniont, po které néasledoval pfenos jednoho elektronu a protonacni
krok s naslednou tvorbou nitrosoanionu. Linearni rozsah metody pro NIM byl 4,98-10°%-
5,66-107 mol I'!, mez detekce byla 410 mol I"! (1,2 ug I'") a mez stanovitelnosti 1,3-10°%
mol 1! (4,2 ug 1I'!). Metoda byla aplikovana na farmaceutickych ptipravcich v podobé tablet
a oralniho roztoku s vytéznosti 96,23 % (s: = 0,7 %), respektive 89,5 % (s: =4,9 %) [18].

Voltametrickou metodu pro ptimou kvantifikaci NIM ve vodnych vzorcich navrhla
studie na HMDE. Linearita byla vyhodnocena pomoci metody standardnich ptidavki
v rozmezi koncentraci 0,5-130 pug 17! (1,6-420 nmol 1'') NIM a limit detekce a kvantifikace
byl 0,15 pg I"! (0,49 nmol I'!), respektive 0,50 ug 1! (1,6 nmol I'"). NIM byl detekovén ve
vzorcich odpadnich vod v koncentracich od 101,7 do 385,0 pg 1! (0,33-1,25 pumol 171).
Cyklicka voltametrie a diferen¢ni pulzni adsorp¢ni katodicka voltametrie byly voltametrické
metody pouzité v této studii. Cyklicky voltamogram vykazuje pouze jeden nevratny pik pti
redukénim potencialu —0,65 + 0,02 V, tento pik odpovida redukci nitroskupiny v NIM
v disledku pienosu Ctyt elektrond a Ctyf protonii mezi povrchem pracovni elektrody a
studovanym analytem [19].

Diferen¢ni pulsni polarografii na kapajici rtutové elektrod¢ jako pracovni elektrodé
v 0,1M roztoku NaOH jako zakladnim elektrolytu bylo zjisténo, ze rozsah linearity pro NIM
je 5,18:107%az4,67-107° mol I, s limitem detekce 5,02-10¢ mol 1! a limitem kvantifikace
1,67-107° mol I"! [20].

2.4.2 Modifikované uhlikové elektrody

Elektroda ze skelného uhliku (GCE). Pro stanoveni NIM v lidském séru byly
pouzity uhlikové nanotrubicky (CNT) s kyselinou cysteovou, ktera byla pfipravena
elektrochemickou oxidaci I-cysteinu, k vytvotfeni nového kompozitniho tenkého filmového

materidlu na GCE. Modifikovana GCE byla pouzita jako pracovni elektroda, pomocnou
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elektrodou byl platinovy dratek a referen¢ni elektrodou byla nasycena kalomelova elektroda.
Stanoveni NIM na kompozitni chemicky modifikované elektrod¢ se silnou akumulaci NIM
bylo studovano pomoci DPV. Byl ziskan dobie vyvinuty anodicky oxidac¢ni pik pfi 1,25 V
(obr. 4). Proud byl linearné zavisly na koncentraci NIM v rozmezi 1,0-107-1,0-107 mol 1!
v 0,05mol 1"! roztoku H2SOy4 s korelaénim koeficientem 0,997. Bylo zjiiténo, ze mez detekce
(S/N = 3) je 5,0-10® mol I'". Cenové vyhodna modifikovana elektroda vykazovala dobrou
citlivost, selektivitu, stabilitu a byla pouzita pro stanoveni NIM ve farmaceutickych

piipravcich a vzorcich lidského séra [21].
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Obrazek 4: DPV riznych koncentraci NIM v 0,05mol 1! HxSOs. (a) Blank: preruSovand ara, (b)—(g) jsou koncentrace
NIM: 4,0-1077, 1,0-1075, 2,0-1075, 2,7-1075, 3,4-107% a 4,0-10"% mol ["!. Pracovni elektroda: kyselina cysteova/CNT/GCE;
akumulacni potencidl za michdni: 0,0 V; doba akumulace: 120 s; klidovy ¢as: 30 s; rychlost skenu: 0,010 V s~ vyska
pulzu: 0,050 V; Siika pulzu: 0,05 s; pulzni perioda: 0,2 s; citlivost: 1,0-107° A V1. VioZend je odpovidajici kalibracni
zavislost NIM. Prevzato z [21].

Dalsi uc¢innou moznosti pro stanoveni NIM byla Uprava povrchu GCE pomoci
nanocastic TiO2 (Obr. 5). Pfi anodické DPV byl pozorovan Siroky linearni rozsah 0,1-40
umol I'! s limity detekce a kvantifikace 3,37 nmol 1! a 11,2 nmol 1"!. Déle bylo pozorovano,
ze do reak¢éniho mechanismu byly zapojeny dva protony a dva elektrony s nevratnym a difazi
fizenym elektrodovym procesem pii pH 2. Byla zde pouzita metoda cyklické voltametrie a

DPV [22].
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Obrazek 5: Elektrochemické chovani 1,0 mM NIM zaznamenané pomoci cyklické voltametrie. Doba akumulace NIM: 20
s; rychlost skenovani: 100 mV s™!; (a) nemodifikovand GCE a roztok fosfatového pufiu o pH 2; (b) TiO2 nanocdsticemi
modifikovana GCE a roztok fosfatového pufiu o pH 2, (c) nemodifikovana GCE a 1,0 mM NIM ve fosfatovém pufiu o pH
2; (d) TiO2 nanocasticemi modifikovana GCE a 1,0 mM NIM ve fosfatovém pufiru o pH 2. Prevzato z [22].

Metoda pro soucasné stanoveni antibiotika amoxicilin a NIM, Siroce pouzivanych
v kombinaci, byla realizovana pomoci elektrochemického senzoru, ktery pouZiva substrat ze
skelné¢ho uhliku modifikovany sazemi imobilizovanymi v dihexadecylfostatovém filmu.
Byla pouzita metoda SWV, kterou byl ziskan detekéni limit pro NIM 0,016 umol 1!, Tato
nova elektroanalytickd metoda byla Uspé€$né aplikovana pifi simultannim stanoveni
amoxicilinu a NIM v biologickych vzorcich mo¢i a Zivotniho prostfedi. Pro NIM byly
vytézky ve vzorku moci 91 %, v jezerni vodé 92 % a ve vodé€ z vodovodu 98 % [23].

Pro individudlni a souCasné¢ stanoveni NIM a piroxikamu byla vyvinuta GCE
modifikovand redukovanym oxidem grafenu a poly(3,4-ethylendioxythiofenen)-poly
(styrensulfonatem). Elektrochemické chovani elektrody bylo zkouméano pomoci cyklické
voltametrie a SWV, které poskytly analyticky vyuzitelné kiivky v rozsahu koncentraci
8,0:10%-1,9-10° mol 1! pro NIM, s detekénim limitem 2,4-10° mol 1I"!. Absence
redukénich piku béhem skenovani katodového potencidlu ukazala, Ze analyty podstoupily
nevratné oxidacni reakce. Vyvinuta metoda byla Uspé€$né pouzita k analyze vzorkl fi¢ni
vody a farmaceutickych produktli s primérnymi vytéznostmi blizkymi 100 % [24].

Pro zkoumani elektrochemického chovani NIM byla také pouzita GCE modifikovana
nanocasticemi 5% baryem dopovaného oxidu zine¢natého. Byla navrzena DPV metoda pro

stanoveni NIM v linearnim rozsahu 1,0-10” az 1,0-10 mol I"', s limitem detekce 1,8 nmol 1!
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a limitem kvantifikace 5,9 nmoll"!. Metoda byla aplikovana na 1é&ivo v tabletach
s vytéznosti 95,3-102,4 % s sr 2,7 % a na vzorky moci s vytéznosti 97,1-100,6 % s s: 1,3 %
[25].

GCE byla také modifikovana nanocasticemi karbidu kiemiku a pouzita ke zkoumani
NIM pomoci voltametrie a chronoampérometrie. NIM podléhal elektrochemické redukei pii
pH 2 pfi potencidlu, ktery byl posunut z—526 mV (na nemodifikované elektrod¢) na —387 mV
na modifikované elektrodé. Soucasné se citlivost zvysila faktorem 5,8. Pomoci DPV byl
uréen linearni rozsah koncentraci 0,09—8,7 pmol 1! a detekéni limit a citlivost byly 30 nmol 17!
a 512 nA 1 umol™!'. Modifikovan4 elektroda byla aplikovana na stanoveni NIM v kyselém
prostiedi ve vzorcich lidského krevniho séra bez dalsi predipravy. Vytéznosti stanovené
metodou standardniho ptidavku se pohybuji od 95,7 do 98,7 % s s, ptiblizné 1,6 % [26].

Dalsi voltametrickd metoda pro stanoveni NIM zaloZena na redukei nitroskupiny na
GCE byla pouzita v Brittonové-Robinsonove pufru za pouziti techniky cyklické voltametrie.
Byl pozorovan jeden katodicky a jeden anodicky pik. Porovnani vySek a potencialt pikt
ukdazalo, Ze tyto piky jsou kvazi-reverzibilni. Stanoveni NIM v ¢isté formé bylo provedeno
pomoci adsorpéni DC voltametrie. Vyska katodického proudového piku se linedrn€ meénila
v rozmezi 4,0-107-5,0-107° mol 1! (0,116-14,65 ng ml™"). Limity detekce a kvantifikace
byly 3,2:10® a 1,06-107 mol 1"!. Metoda byla aplikovédna na farmaceutické formulace
s procentualnim vytéZkem v rozmezi 98,00-101,60 % a s: 0,61-1,46 %. Validita metody
byla provedena pro stanoveni NIM v lidském séru s pfijatelnymi vysledky pro biologickeé
vzorky. Nebyla potfeba zadna prediprava vzorktl ani postupy extrakce rozpoustédlem [27].

GCE modifikovana sazemi a fluorovanym polymerem Nafionem byla pouzita ke
stanoveni NIM pomoci adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie a DPV. Pfi prekoncentraci pomoci
akumulace trvajici 20 s byl ziskan limit detekce 0,14 + 0,06 umol 1"!, pro akumula¢ni ¢as 40 s pak
limit detekce roven 0,06 + 0,03 pumol I"!. Metoda byla ovéfena v komeréné dostupnych
farmaceutickych produktech, kde se vytéznosti pohybovaly v rozmezi 94-99 % [28].

Nanocasticemi ZnFe>O4 modifikovana GCE byla pouZita pro vyvoj metod stanoveni
NIM ve vzorcich lidské moci a v tabletach pomoci elektroanalytickych technik DPV (pro
citlivé stanoveni), a elektrochemické impedanéni spektroskopie a cyklické voltametrie (pro
charakterizaci elektrodovych déji na povrchu elektrody). Linearni rozsah byl 0,01-166
pmol I"! a limit detekce pro DPV ¢inil 0,006 pmol 1! [29].

Vlozeni elektrochemickych senzort do pritokovych systému piispélo k minimalizaci

pasivace povrchu pracovni elektrody vzhledem k tomu, Ze snizuje dobu kontaktu vzorku
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s elektrodou. Byl zfizen systém pro pritokovou injekéni analyzu (FIA) se dvéma
nezéavislymi kandly umoziujicimi umisténi ampérometrického detektoru na dvou rtiznych
mistech — v prvni pozici je detektor omyvany roztokem se vzorkem, ve druhé pak Cisticim
roztokem. Optimalni analyticky signal byl ziskan pfi detek¢nim potencialu 1,2 V. Jako
pracovni elektroda byla pouzita GCE a metoda byla pouZzita pro stanoveni NIM ve
farmaceutickych ptipraveich. Byl ziskdn linedrni vztah mezi koncentraci a vySkou
ampérometrického piku v rozmezi 5,0-107° az 3,0-10* mol I"! (korelaéni koeficient 0,9994
pro n =6). Opakovatelnost analytického signalu byla hodnocena pomoci 12 po sob¢ jdoucich
stanovenich roztoku NIM i koncentraci 3,0-10# mol 1!, s dosaZenim s: 1,1 %. Mez detekce
byla 3,1-107° mol 1"! [30]. V piipadé této studie se nejedna o vyuziti chemické modifikace
elektrodového povrhu, ale o modifikaci ve smysly konstrukéni apravy klasického priatokového
jednokanalového ampérometrického detektoru.

Uhlikova pastova elektroda (CPE). Dalsi metodou stanoveni aplikovanou na vzorky
lidského séra a soucasné i 1ékové formy byla DPV na CPE modifikovanou CNT. Metoda
poskytla rozmezi registrovatelnych koncentraci od 6:10% do 1-10° mol I'!, s mezi detekce
1,07-10” mol I'! a mezi kvantifikace 3,24-10° mol I"! [13].

Pro stanoveni NIM vmoc¢i byl vyuZit novy senzor piipraveny smichdnim
nanokfemicité¢ho (nanosilika) a grafitového prasku ve vhodném poméru. Nanosilika vykazovala
dobrou vodivost pti pienosu elektronti zapojenych do oxidaéniho procesu. Nejvyssi odezvy
proudu oxidace byly pozorovany ve fosfatovém pufru o pH 5,0. Elektroda byla
charakterizovana pomoci cyklické voltametrie a DPV byla pouzita jako metoda pro
stanoveni NIM. Modifikovana elektroda poskytla specificky velky povrch, coz vedlo
k ptipravé dobré snimaci platformy s vysokou citlivosti a Sirokym linedrnim dynamickym
rozsahem 3-1075-1-10° mol 1", s detek&nim limitem 1,44-10~° mol 1! [31].

CPE modifikovand pryskyfici Amberlite XAD-4 byla pouzita pro vyzkum
elektrochemického chovani a stanoveni NIM pomoci cyklické voltametrie (obr. 6) a SWV.
Bylo zjisténo, ze vyvinutd SWV metoda vykazuje dobrou citlivost a selektivitou a mez
detekce je 1,28-10°® mol 1"!. Metoda byla nakonec aplikovana na vzorky 1é¢iv s vytézky

96,0 az 98,6 % s sr 1,56 % a vzorky moci s vytézky 90,0 az 97,4 % a s, bylo 4,33 % [32].

19



i
Ip/ pA

Current / pA

o a C i) d

Electrodes

- {a) At bare CPE (blank)
SR P e ] {b) At bare XAD/CPE (blank)
0.6 0.8 1.0 1.2 (¢) At bare CPE (0.1mM NIM)
(d) At XAD/CPE (0.1mM NIM)

Potential / ¥V

Obrazek 6: (4) Voltametrické chovani 0,1mmol ' NIM ve fosfdatovém pufiu o pH 7,0 (I = 0,2 mol I''); v = 0,05 V s~
(B) Variace proudu piku (I,/uA) na nemodifikované elektrodé (CPE) a na elektrodé modifikované pryskyrici Amberlite
XAD-4 (XAD/CPE). Prevzato z [32].

Pro stopové stanoveni NIM pouZitelné v moci a tabletdch byla pouZita CPE, jejiz
material byl smisen s nanojilem. Jako metody zde byly vyuZzity cyklicka voltametrie a SWV.
Nanojil ma elektrokatalytické vlastnosti, a proto byl potencial anodického piku NIM mirné
posunut do zaporngjSich hodnot. Mozny oxidacni mechanismus NIM zahrnoval vyménu
dvou protonil a dvou elektront. Byly zjistény hodnoty meze detekce a kvantifikace 1,01
nmol 1! a 3,37 nmol 1"! a linedrni rozsah 0,01-0,35 pmol 1! [33].

Na CPE s pouzitim modifikatort oxidu grafenu a redukované formy oxidu grafenu
bylo provedeno stanoveni NIM pomoci DPV a SWV. Linearni odezva NIM byla pozorovéana
v rozmezi koncentraci 300 az 0,1 nmol 17!, s detekénimi limity 11,2 nmol 1! (DPV) a 1,08
nmol 1! (SWV) pii pouziti oxidu grafenu jako modifikatoru a 1,03 nmol I'' (DPV) a 0,1
nmol I"' (SWV) pfi pouZiti redukované formy oxidu grafenu jako modifikatoru. Limity
kvantifikace byly stanoveny pro DPV jako 37,1 nmol 1! (oxid grafenu) a 3,69 nmol 1!
(redukovany oxid grafenu) a pro SWV jako 3,40 nmol 1! (oxid grafenu) a 2,96 nmol 1!
(redukovany oxid grafenu). Pfi pouziti cyklické voltametrie bylo zjisténo, ze elektrodovy
proces byl ireverzibilni. Metoda byla aplikovdna na komer¢ni tablety a vzorky moci
s vytéznosti v rozmezi od 96,0 do 99,2 % s s 2,97 % [34].

Na CPE modifikované jilovym minerdlem bentonitem byl s vyuzitim SWV stanoven
NIM s limitem detekce 1,1:1078 mol 1! a limitem kvantifikace 8,7-107 mol I"!. Vyvinuta

metoda byla GspéSné ovérena na biologickych a farmaceutickych vzorcich [35].
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Dalsi kompozitni elektroda. Pro simultanni stanoveni tii 1é¢iv — terbutalinu, NIM a
metokarbamolu — byla navrzena kompozitni elektroda na bazi oxidu grafitu a polyurethanu
modifikovanad B-cyklodextrinem. Za optimalnich podminek byly pro NIM pomoci SWV
ziskan linearni rozsah (a mez detekce) 0,62—7,3 umol 17! (0,083 pmol 1""). Metoda byla
aplikovana na vzorky fi¢ni vody, a vyvinuta tedy pro enviromentalni analyzy [36].

Sitotiskova uhlikova elektroda. Byl popsan robustni elektrochemicky senzor
zalozeny na elektrochemicky redukovanych nanostuzkach z oxidu grafenu, kterymi byla
modifikovana sitotiskova uhlikova elektroda, pro stanoveni NIM ve farmaceutickych
formulacich a biologickém médiu. Ampérometrii ve fosfatovém pufru o pH 7,0 s detekénim
potencialem —0,60 V byl studovan line4rni rozsah koncentraci 1,0-10°-1,5-10> mol I'' a
ziskan detekéni limit byl 3,50 (£1,57) nmol 1"!. Vyt&zky na redlnych vzorcich se pohybovaly
mezi 96,8 a 98,6 % [37].

2.4.3 Zlata elektroda

Pro individudlni a soucasné stanoveni NIM a acetaminofenu byla vytvofena zlata
elektroda modifikovand L-cysteinem a zlatymi nanocasticemi. Elektrochemické chovani
dvojice analytli bylo studovano pomoci SWV, cyklické voltametrie a elektrochemické
impedanéni spektroskopie. Studie ukazaly, Ze oxidace NIM je urychlena pii pouziti
modifikované zlaté elektrody poskytujici dobfe definovany pik pro NIM pii 1,072 V.
Simultanni stanoveni téchto 1é¢iv bylo mozné v linedrnim pracovnim rozsahu 1,0-107 mol I™!
a7 3,0-10™* mol I'', s detekénim limitem 6,49-107° mol 17! pro NIM a individudlni stanoveni
bylo mozné v linedrnim pracovnim rozsahu 1,0-10° mol I a7z 4,5-10* mol 1!, s detek&nim
limitem 4,52-1077 mol I"!. Senzor byl déle Gisp&né pouzit pro soucasné i individualni stanoveni
acetaminofenu i NIM ve farmaceutickych formulacich [38].

Elektrooxidace NIM byla zkoumana cyklickou a diferen¢ni pulzni voltametrii na zlaté
elektrod€. Oxidacni elektrodovy proces byl ireverzibilni. Byla vyvinuta DPV metoda pro
stanoveni NIM ve farmaceutickych ptipravcich. Pomoci metody standardniho pfidavku byla
stanovena vytéznost 97,3 az 100,2 %. Linedrni odezva byla ziskdna v rozsahu koncentraci
2,0-107 az 1,2:107° mol 1!, s detekénim limitem 1,11-10~ mol I"!, s dobrou selektivitou a
citlivosti. Navrzena metoda byla také pouzita pro dikaz NIM v moci jako realného vzorku

[39].
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2.5 Pracovni elektroda

Pro méteni byla v této diplomové praci pouzita pracovni kompozitni elektroda z ultracistého
grafitu (UTGE; kat. ¢. 6.1204.100, Metrohm, Svycarsko). Elektroda je znazornéna na obr. 7.
Obr. 8 dale popisuje schéma poskytované vyrobcem. Elektroda ma tvar dutého valce (vyroben
z polyetherketonu (PEEK)) s vnitinim primérem 2 mm, ktery je naplnén kompozitem
tvofenym ultracistym grafitem a epoxidovou pryskyfici [40]. UTGE ma stale stabilni
jednotny povrch, ktery je obnovitelny, protoZe lze olestit o aluminu a to je zna¢na vyhoda

této elektrody [41].

Obrazek 7: UTGE, prevzato z www.metrohm.com.
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Obrazek 8: Schéema UTGE: A — vnitini prumér 2 mm, B — vnéjsi priumeér 7 mm, C — elektricky kontakt o velikosti M3
(3 mm), D — celkova délka elektrody 52,5 mm; prevzato z www.metrohm.com.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

¢ Dvouslozkovy Brittoniv-Robinsontv pufr (BR pufr)
o Kiysela slozka pufru (0,04 mol I"!, 1000 ml)
= 2,71 ml 85% kyseliny fosforecné (p.a., Lach-Ner, Neratovice)
= 2,31 ml 99% kyseliny octové (p.a., Penta, Praha)
= 2,47 g pevné kyseliny borité (p.a., Lachema, Brno)
* doplnéni deionizovanou vodou (Millipore Q-Plus systém, Millipore,
USA)
o Bazicka slozka pufru (0,2 mol 1", 1000 ml)
= 8,0 g pevného hydroxidu sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice)
* doplnéni deionizovanou vodou (Millipore Q-Plus systém, Millipore,
USA)
e Nimesulid (Sigma-Aldrich), zsobni roztok 110~ mol I'!

o Doplnéni ethanolem (96%, p.a., Lach-Ner, Neratovice)

3.2 Pristroje a zarizeni

e Analyzator Eco-Tribo Polarograph (Polaro-Sensors, Praha)

e Program Polar 5.1 (Polaro-Sensors, Praha)

e Trielektrodové usporadani
o Pracovni elektroda UTGE (pramér disku 2 mm, Metrohm, Svycarsko) bez

chemické modifikace

o Referentni argentchloridova elektroda (3mol 1! KCI, Monokrystaly, Turnov)
o Pomocna platinova elektroda (Monokrystaly, Turnov)

e pH-metr Jenway 3510 (Jenway, UK) s kombinovanou sklenénou elektrodou

(Jenway, UK), kalibrace standardnimi pufry o pH 4,0; 7,0 2 9,0

3.3 Pracovni postupy

Elektrochemicka analyza probihala v tfielektrodovém zapojeni s pracovni elektrodou
z ultra ¢istého grafitu (UTGE), referentni argentochloridovou elektrodou (3mol I KC1) a
pomocnou platinovou elektrodou. UTGE byla lesténa aluminou (velikost ¢astic 0,5 pm).

V uzaviené voltametrické cele bylo vzdy 10 ml roztoku a bylo ptipojeno michatko a ptivod
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dusiku (ulozeny v tlakové 1ahvi), kterym byl z roztokli odstraniovan interferujici vzdusny
kyslik (probublavani pied kazdou analyzou trvalo 3 min). Parametry pfi analyzach DCV a
DPV byly nastaveny takto: polariza¢ni rychlost 20 mV s™! (pro DCV i DPV), potencialovy
krok 3 mV (DCV 1 DPV), vyska pulzu —-50 mV (DPV), sitka pulzu 100 ms (DPV),
vzorkovaci ¢as 20 ms (DPV) a celkova délka pulzu 150 ms (DPV). Pocate¢ni a konecny
potencial byl nastavovan rizné podle vzniklé potieby.

P#i hledani optimalnich podminek detekce NIM (¢ = 1:10~* mol I'") byla proméiena
celd skala pH (vzorek analytu byl pfipraven smichdnim 1,0 ml zasobniho roztoku
o koncentraci 1-107° mol I"!, 2,0 ml ethanolu a 7,0 ml BR pufru), nejdiive bylo zméfeno pH
kyselé slozky BR pufru (pH = 1,9), nasledn¢ od pH = 2,0 az po pH = 12,0; vzdy bylo méteno
1 pH s pfidavkem ethanolu (pH*), zasadita slozka BR pufru mé¢la pH = 13,3. M¢teni
probihalo v oblasti oxidacnich 1 redukénich potencidli. Dale byla proméfovana
opakovatelnost stanoveni NIM a zkonstruovana jeho kalibraéni zéavislost v rozmezi

koncentraci od 0,1 pmol I"! do 100 umol 1.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Nalezeni optimalniho pH

Chovani NIM bylo studovano dvéma technikami, a to DC voltametrii (DCV) a
diferen¢ni pulzni voltametrii (DPV). Méfeni probihalo v oblasti oxidacnich i redukénich
potenciald. Ve voltametrické cele byla vysledna koncentrace NIM 1-10~* mol I"!. Proméiené
bylo v obou ptipadech metod pH 2—12 (realizovano pomoci BR pufru). Hodnota pH vodné-
ethanolického prostiedi byla zjiStovana pted kazdym meétenim zakladniho elektrolytu a je
zobrazovana jako pH*. NIM poskytuje v zapornych potencidlech jeden dobie vyvinuty
katodicky voltametricky pik (viz kapitola 4.1.2) v celé Skéale pH. V kladnych potencialech
lze anodicky pik NIM vyhodnotit od pH 1,89 (pH* 2,2) do pH 9,0 (pH* 9,9) (viz kapitola
4.1.1).
4.1.1 Oxida¢ni stanoveni NIM

Nejdiive bylo zméteno pH kyselé slozky pufru (pH 1,9), byl pfidan odpovidajici objem
zasobniho roztoku NIM a doplnén ethanolem a BR pufrem o daném pH v poméru 3:7
(ethanol:BR pufr). Postupné bylo prostfedi BR pufru upravovéano na hodnoty 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 a 12,0; poté byly k 7 ml BR pufru o odpovidajicim pH ptidany
3 ml ethanolu a opét pomoci pH metru zméfeno pH*: 2,2; 2.4; 3.5; 4,5; 5,5; 6,6; 7,7; 8,6; 9,9;
10,8; 11,6 a 12,4 (tyto hodnoty jsou zobrazovany ve vSech grafech ukazujicich zavislost na pH).
Takto piipraveny zakladni elektrolyt byl pomoci DCV a DPV proméfen ve vSech prostredich,
totéz bylo provedeno s roztokem vzorku a vysledné piky byly vyhodnoceny. Na obr. 9 je

zobrazena zavislost proudu piku na pH* u DCV, na obr. 10 zavislost proudu piku na pH* u DPV.
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Obrazek 9: Zavislost proudu piku na pH* pro NIM (¢ = 1-10~* mol I"') méFena pomoci DCV na UTGE v roztocich BR
pufii a ethanolu (7:3).

4000 T T T T T T T T T
u
3000 a ]
| | - -
< 2000 | .
= n
__ﬁ_
1000 | o
| |
]
0 1 ] ! 1 ] ] ! 1 u
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH"

Obrdazek 10: Zavislost proudu ptku na pH* pro NIM (¢ = 1-10~* mol I') méFena pomoci DPV na UTGE v roztocich BR
pufrit a ethanolu (7:3).

Z grafti na obr. 9 a 10 je patrna klesajici vyska proudu piku a rostoucim pH. Obéma
metodami bylo mozné vyhodnotit proud piku pouze do pH 9 (pH* 9,9). Vidime zde urcité
rozdeleni elektrochemického chovani, kdy do pH 4 (DCV), respektive pH 3 (DPV) ma vyska
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proudu piku klesajici charakter, okolo pH 4-5 (DCV), respektive pH 3—5 (DPV) jsou vysky
témer konstantni a dale od pH 5 pozorujeme opét znacny pokles vysek pika. Idedlni by tedy
byla kysela pH vzhledem k vysce proudu piku, ovSem tato pH mohou mit vyssi smérodatné
odchylky opakovanych métenich. Dalsi moznosti jsou pH 4,0 a 5,0 kde se hodnota proudu
piku pftili§ neméni, proto byla pro dalsi nasledné experimenty zvolena prostfedi obsahujici
BR pufr o pH 2,0; 4,0 a 5,0.

Na obr. 11 a 12 jsou zobrazeny ptiklady voltametrickych zaznaml zobrazujici
zaznamenané¢ DCV a DPV piky. Z kiivek je patrny pokles proudu piku az do pH 9, piky v

dalsich prosttedich jiz neni mozné vyhodnotit z diivodu nizké vysky proudu piku.
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Obrazek 11: DC voltamogramy vzorkii NIM (c = 1-10~* mol ') zaznamenané na UTGE v roztocich BR pufiii a ethanolu
(7:3). pH*: 2,2 (1); 2,4 (2); 3,5 (3); 4.5 (4); 5,5 (5); 6,6 (6); 7,7 (7),; 8,6 (8); 9,9 (9).
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Obrazek 12: DP voltamogramy vzorkit NIM (c = 1-107* mol I!) zaznamenané na UTGE v roztocich BR pufiii a ethanolu
(7:3). pH*: 2,2(1); 2,4 (2); 3,5 (3); 4,5 (4); 5,5 (5); 6,6 (6); 7,7 (7); 8,6 (8); 9,9 (9).

Dale je na obr. 11 a 12 mozné pozorovat trend ve zméné potencialt piku pii zméné
pH, kde je stejné jako na obr. 13 a 14 (zéavislost potencidlu piku na pH) vidét v urcité oblasti
pH linearni posun polohy pikil k niz§im hodnotam az do pH 6, déle se jiz potencial pfilis

nemeni. V tab. 1 jsou zobrazeny parametry linedrnich regresi z grafii na obr. 13 a 14.
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Obrazek 13: Graf zavislosti potencidlu piku NIM na pH*. Vzorek NIM (¢ = 1-10~* mol I!) méFen pomoci DCV na UTGE
v roztocich BR pufiii a ethanolu (7:3). V grafii je vytvorena linedrni regrese v useku pH* 2,4 — 6,6.

1200 I | 1 I 1 | I 1 I
[ |
1100 |- o
1000 | .
S
£
LLI&
900 | o
| |
[ |
800 | . . ]
1 | 1 | 1 | 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrazek 14: Graf zavislosti potencidlu piku NIM na pH*. Vzorek NIM (c = 1-10~* mol I!) méFen pomoci DPV na UTGE
v roztocich BR pufiii a ethanolu (7:3). V grafu je vytvorena linedrni regrese v useku pH* 2,4 — 6,6.
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Tabulka 1: Parametry linedrnich regresi z grafit na obr. 13 a 14 (zavislost potencialu piku NIM na pH*). Vzorek NIM
(¢ = 1107 mol ') méfen pomoci uvedenych metod na UTGE v roztocich BR pufiii a ethanolu (7:3).

Metoda Smérnice Usek Korelaéni koeficient
(mV {pH*}™") (nA)

DCV —71,6 1393 —0,9980

DPV 73,6 1354 —0,9976

Z Nernstovy rovnice aplikované na tento konkrétni elektrochemicky dé&j (anodicka
oxidace NIM) vyplyva, ze pocet vyméhovanych H' iontl a elektront by mél byt stejny
(hodnoty smérnic v tab. 1 jsou blizké teoretické hodnoté —59 mV, ktera by pro takovyto d&j
byla teoreticky ziskana). Pravdépodobny mechanismus elektrochemické oxidace NIM je
zobrazen na obr. 15, kde Ize vidét, Ze se celkové elektrodové reakce ucastni dva H' ionty a
dva elektrony, coz je v souladu s vySe uvedenym tvrzenim. Od pH 7 do zéasaditéjsich pH byl
potencial prakticky nezavisly na pH (elektrodova reakce zde pravdépodobné probiha

pomaleji). Pfechod v téchto dvou popsanych trendech nastal kolem pH* 6,8, coZ je hodnota,

ktera by méla odpovidat zveiejnéné hodnoté pKa. pro NIM rovné 6,5 [5,42].

HNSO,CH, NSO,CH,
0
e Rt
—_— + H*
=
NO, NO
-
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I
OH s—CH,
N/” NSO,CH
O )
0 H,0 L
«——
-H*
NO, | o NO,
0
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I
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0
: O
NO,

Obrazek 15: Pravdépodobny mechanismus elektrochemické oxidace NIM. Prevzato z [42]
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4.1.2 Redukéni stanoveni NIM

Meéfteni v redukéni oblasti potencalii probihalo stejnym postupem jako v kapitole 4.1.1.
Opét byla proméfena obéma technikami vSechna prostfedi BR pufru o pH 2—-12 a ethanolu
(7:3) a piky nasledn¢ vyhodnoceny. Na obr. 16 je zobrazena zavislost proudu piku na pH*

u DCV, na obr. 17 zavislost proudu piku na pH* u DPV.
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Obrazek 16: Zavislost proudu piku na pH* pro NIM (¢ = 1-10~* mol ') mérena pomoci DCV na UTGE v roztocich BR
pufii a ethanolu (7:3).
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Obrazek 17: Zavislost proudu piku na pH* pro NIM (¢ = 1-10~* mol ') méFena pomoci DPV na UTGE v roztocich BR
pufrii a ethanolu (7:3).

Z grafli na obr. 16 a 17 vidime podobny trend jako u oxidacnich stanoveni. Obéma
technikami bylo mozné vyhodnotit proud piku v celé skale pH, protoZe vysky pika byly
dostate¢n¢ dobie vyhodnotitelné a obecné vyssi nez u oxida¢niho stanoveni. Vidime opét
rozdéleni elektrochemického chovani, kdy do pH BR pufru 3 (DCV), respektive pH 4 (DPV)
ma vyska piku klesajici charakter, okolo pH 4-6 (DCV), respektive pH 5-6 (DPV) jsou
vysky pikil vétsi a drzi se na podobnych hodnotach a dale od pH 7 pozorujeme znaény pokles
vySek pikti. U techniky DCV lze postupovat v ureni optimalniho pH obdobné jako
u oxidac¢niho stanoveni, tudiz bylo zvoleno pro dal§i méteni pH BR pufru 2,0 a dale pH 4,0
apH 5,0, protoZe zde jsou hodnoty vySek pikl konstantnéjsi (velky rozdil byl pozorovatelny
mezi hodnotami v prostfedi o pH 6,0 a o pH 7,0 pouzitého BR pufru). U DPV byla zvolena
pro dal$i méfeni tatdZ prostfedi, pfi¢emz z hlediska velikosti proudu piku bylo pozdéji
preferovano spise prostiedi s pH BR pufru 2,0 a 5,0.

Na obr. 18 a 19 jsou zobrazeny ptiklady DCV a DPV pikt. Piky lze vyhodnotit v celé
Skale zkoumanych pH. Na obr. 18 v prostiedich o pH BR pufru 11,0 a 12,0 mizeme vidét

rozdéleni piku na dva.
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Obrazek 18: DC voltamogramy vzorkii NIM (¢ = 1-10~ mol ') zaznamenané na UTGE v roztocich BR pufiii a ethanolu
(7:3). pH*: 2,2 (1); 2,4 (2); 3,5 (3); 4.5 (4); 5,5 (5); 6,6 (6); 7.7 (7); 8,6 (8); 9,9 (9); 10,8 (10); 11,6 (11) a 12,4 (12).
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Obrazek 19: DP voltamogramy vzorkit NIM (c = 1-107* mol I) zaznamenané na UTGE v roztocich BR pufiii a ethanolu
(7:3). pH*: pH 2,2 (1); 2,4 (2); 3,5 (3); 4,5 (4); 5,5 (5),; 6,6 (6); 7,7 (7); 8,6 (8); 9,9 (9); 10,8 (10); 11,6 (11) a 12,4 (12).

Déle na obr. 18 a 19 pozorujeme opét posun potencidlu pikt, kde je stejné€ jako na obr.
20 a 21 (zavislost potencialu piku na pH*) vidét linearni posun polohy pikti k negativnéjSim

hodnotam se zvysujicim se pH. U DCV na obr. 20 mtizeme vidét dvé linedrni regrese a zlom
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pfi pH 8. Parametry linedrnich regresi jsou popsany v tab. 2, stejn€ jako u linearni regrese
na obr. 21. Tam potencidl linearn¢ klesa az do pH 10, poté se jiz ptili$§ neméni. Z Nernstovy
rovnice muzeme urcit, Ze se na elektrodové reakci pii derukci NIM opét podili stejny pocet
elektronit a H" iont. Pravdépodobny mechanismus reakce je zobrazen na obr. 22., kde
vrovnici (1) vidime vyménu stejného pocétu elektronti a H' iontd, tento mechanismus
pievlada v kyselych pH pii dostatku H" iontd, tedy v intervalu pH* 2,2-8,6 u DCV a pH*
2,2-10,8 u DPV. Dale pak rovnice (2) popisuje reakci v zasaditych pH, kde neni dostatek
H" iontl, a reakce proto probihd pomaleji s meziproduktem ve formé nitroradikalového
anionotu, disledkem toho se pak u DCV méni smérnice v druhé linedrni regresi a u DPV se

potencial od pH* 10,8 pfili§ neméni.
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Obrazek 20: Graf zavislosti potencidlu piku NIM na pH*. Vzorek NIM (c = 1-10~* mol I') méFen pomoci DCV na UTGE
v roztocich BR pufirii a ethanolu (7:3). V grafu jsou vytvoreny linearni regrese v useku pH* 2,2 — 8,6 a 8,6 — 12,4.
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Obrazek 21: Graf zavislosti potencidlu piku NIM na pH*. Vzorek NIM (¢ = 1-107* mol I!) méfen pomoci DPV na UTGE
v roztocich BR pufrii a ethanolu (7:3). V grafis je vytvorena linearni regrese v useku pH* 2,2 — 10,8.

Tabulka 2: Parametry linedrnich regresi z grafii na obr. 19 a 20 (zavislosti potencidlu piku na pH*). Vzorek NIM (¢ =
1-10~ mol ') méfen pomoci danych metod na UTGE v roztocich BR pufiii a ethanolu (7:3).

Metoda Interval pH* Smérnice Usek Korela¢ni
(mV {pH*}"")  (nA) koeficient
DCV 2,2-8,6 48,10 -292.8 —-0,9960
8,6-12,4 -119,8 3253 —0,9996
DPV 2,2-10,8 48,42 -252,9 —-0,9976
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Obrazek 22: Pravdépodobné schéma elektrochemické redukce NIM: (1) pro kysela pH, (2) pro zasadita pH.

4.2 Opakovatelnost méreni

Pro DCV a DPV byla ve vybranych prostfedich dale zkoumana opakovatelnost
stanoveni pro moznost volby optimalnich podminek. Relativni smérodatna odchylka (sr)
byla stanovena z deseti (bez olesténi povrchu pracovni elektrody z deviti) métfeni, a to dvéma
zpusoby. Jednou byla elektroda oleSténa aluminou vzdy pied sérii deseti méfeni (do
vysledkl je pak zapocitdno pouze meétfeni 2—10) a pfi druhém zpiisobu byla elektroda
olesténa pred kazdym méfenim v sérii. Vysledné relativni smérodatné odchylky jsou
uvedeny v tab. 3. Dale obr. 23 zobrazuje rozdil opakovatelnosti u oxida¢niho a reduk¢éniho
DCV stanoveni NIM. U oxida¢niho stanoveni NIM (obr. 23a) maji hodnoty vysek pikt
klesajici charakter, to pravdépodobné znamena, Ze se elektroda pfi opakovanych stanovenich
stale vice pasivuje, avSak od osmého méfeni je tento rozdil jiz zanedbatelny a vysky pikl se
ustaluji. Déle vidime, Ze prvni bod, a tudiz prvni méteni, vykazuje nejvyssi proud piku, opét
divodem masivniho poklesu miize byt pasivace a znecCisténi povrchu pracovni elektrody.
Stejny rozdil prvniho a dalSich métfeni vidime 1 u redukéniho stanoveni NIM (obr. 23b),
avSak dale jiz hodnoty proudu pikd neklesaji. JelikoZ mélo prvni méfeni vyssi hodnotu
proudu piku, byla opakovatelnost prométena s olesténim pracovni elektrody aluminou pfed
kazdym jednim zaznamem. Rozdil mezi vysledky vyhodnoceni opakovatelnosti s olesténim

elektrody a bez olesténi jsou pro techniku DCV zobrazeny na obr. 24.
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Obrdzek 23: Graf zavislosti proudu piku NIM (¢ = 1-107* mol I!) na poradovém cisle méreni. Méieno pomoci DCV na
UTGE v roztoku BR pufiru o pH 5,0 a ethanolu (7:3): (a) proud piku oxidace NIM, (b) proud piku redukce NIM.
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Obrazek 24: Graf zavislosti proudu piku NIM (¢ = 1-10* mol I!) na poradovém cisle méieni. Méfeno pomoci DCV na
UTGE v roztoku BR pufru o pH 2,0 a ethanolu (7:3). Cervené body jsou hodnoty bez dalsiho olesteni povrchu pracovni
elektrody, cerné body jsou hodnoty s olesténim povrchu pracovni elektrody pred kazdym mérenim.
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Tabulka 3: Relativni smérodatné odchylky v % vyhodnocené z deseti (*deviti) stanoveni NIM (c = 1-10* mol I"!). U hodnot
s hvezdickou se povrch pracovni elektrody olestil pouze pred prvnim mérenim v sérii. Hodnoty pH odpovidaji pH BR pufru
pouzitého ve smési s ethanolem (7:3)

Oxidace Redukce
DCV DPV DCV DPV
15 15 12 6
pH 2,0
*33 *28 *] *)
13 10 8 8
pH 4,0
*3] *28 *) *)
17 21 9 6
pH 5,0
*27 *27 *) *)

Na obr. 24 vidime, ze pokud se elektroda olesti pouze pfed prvnim métenim v sérii,
hodnoty od méfeni 2 do méfeni 10 jsou pfi redukénich stanovenich pomérné stabilni
(¢ervené body), rozdil mezi 1. méfenim a dalSimi je pravdépodobné zpisoben pasivaci a
znecisténim elektrody. Pokud se elektroda lesti pred kazdym meéfenim, jsou rozdily mezi
hodnotami vétsi (Cerné body), ackoliv je vysSi proud piku, a proto jsou hodnoty sndze
vyhodnotitelné, protoZe neplisobi tolik vliv pasivace elektrody.

V tab. 3 jsou prezentovany relativni smérodatné odchylky ve tfech prostiedich.
Vidime, Ze u reduk¢nich stanoveni jsou smérodatné odchylky obecné mensi, nejmensi pak
u metody bez olesténi povrchu pracovni elektrody (s hvézdickou). U oxidacnich stanoveni
je situace opacnd, vzhledem ke stalé pasivaci a zneciStovani elektrody hodnoty pfi méteni
bez olesténi elektrody stale klesaji, proto je smérodatnd odchylka vys$i nez u metody
s olesténim pfed kazdym méfenim, kde se pasivace a zneciSténi tolik neprojevuji.
U oxidacnich stanoveni tudiz bylo dale pokracovano pouze s metodou olesténi elektrody
pfed kazdym méfenim a prostfedi bylo zvoleno pro dal$i métfeni technikami DCV 1 DPV
shodné, tedy BR pufr o pH 2,0—ethanol (7:3), kvili nizkym relativnim smérodatnym
odchylkdam a dostatecné vysce proudu piku, a dale ze stejnych diivodl prostiedi BR pufr
o pH 4,0—ethanol (7:3). U reduk¢nich stanoveni bylo dale méfeno obéma metodami (DCV 1
DPV) vzhledem k nizkym ziskanym smérodatnym odchylkam (dobré opakovatelnosti
stanoveni) a prostiedi bylo vybrano BR pufr o pH 2,0—ethanol (7:3) u DCV 1 DPV
(z hlediska vySky proudu piku) a dale BR pufr o pH 4,0—ethanol (7:3) u DCV a BR pufr
o pH 5,0—ethanol (7:3) u DPV (kvtli smérodatnym odchylkam).

Na obr. 25 jsou zobrazeny piiklady DP voltamogramt v prostiedi BR pufr o pH 4,0—
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ethanol (7:3) bez olesténi a s olesténim povrchu pracovni elektrody. U obr. 25a vidime opét
stale klesajici proud piku typicky pro oxidacni stanoveni. U obr. 25b je patrna mensi relativni

smérodatna odchylka a vyssi proud piku u vSech méfeni.
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Obrdzek 25: DP voltamogramy vzoreku NIM (c = 1-10~* mol ') zaznamenané pomoci DPV na UTGE v roztoku BR
pufiru o pH 4,0 a ethanolu (7:3): (a) olesteni povrchu pracovni elektrody pred prvnim mérenim, (b) olestént povrchu
pracovni elektrody pred kazdym mérenim.

4.3 Kalibraéni zavislosti

Dale bylo zjistovano koncentracni rozmezi, kde NIM poskytuje linearni kalibracni
zavislost. Méfeni probihalo obéma metodami (DPV 1 DCV) na UTGE ve vySe stanovenych
podminkach méfeni. Dané prostiedi o konkrétnim pH bylo tvofeno BR pufrem a ethanolem
(7:3) s NIM. Vzdy byly proméfeny vzorky ve tfech koncentraénich fadech (1-1077,1-10° a
1-107° mol I'"). Méteni probihalo vzdy desetkrat pro kazdou koncentraci. U méfeni bez
olesténi elektrody byla vzdy vyloucena prvni hodnota kviili velkému rozdilu zptisobenému

pasivaci elektrody.

4.3.1 Oxidaé¢ni stanoveni NIM

rowr

V oxidac¢ni ¢asti méteni byla zvolena prostifedi BR pufru o pH 2,0—ethanol (7:3) a BR
pufr o pH 4,0—ethanol (7:3) u obou metod. Zde probihalo méteni pouze s olesténim povrchu
pracovni elektrody, vzhledem k malé vySce piki a opakovatelnosti (velké relativni smérodatné
odchylce) by méfeni bez olesténi nemélo smysl. Piky prvniho koncentra¢niho fadu 10~ mol I
nebylo mozné vyhodnotit. DCV v prostfedi BR pufru o pH 2,0—ethanol (7:3) poskytlo
znatelné piky od koncentrace 2 pumol I''. Linedrni kalibraéni zavislost pak byla ziskéna
v koncentra¢nim rozmezi od 2 do 80 umol 1"!. Tato skute¢nost je zobrazena na obr. 26. Obr.
27 ukazuje pfislusné DC voltamogramy. Parametry linearni regrese kalibracni piimky jsou

uvedeny v tab. 4.
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Obrazek 26. Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufru o pH 2,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedrni regrese od 2 do 80 umol r.
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Obrazek 27: DC voltamogramy NIM pri ruznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostredi BR pufru
o pH 2,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 2 (1), 4 (2), 6 (3), 8 (4), 10 (5), 20 (6), 40 (7), 60 (8), 80 (9), 100 (10) umol .

DPV v prosttedi BR pufru o pH 2,0—ethanol (7:3) poskytlo znatelné¢ piky od
koncentrace 1 umol 1!, Linearni kalibra¢ni zavislost pak byla od 1 do 100 umol I"!. Tato
skutecnost je zobrazena na obr. 28. Obr. 29 ukazuje piislusné DP voltamogramy. Parametry
linearni regrese jsou uvedeny v tab. 4.
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Obrazek 28: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiru o pH 2,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedarni regrese od 1 do 100 umol r’
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Obrazek 29: DP voltamogramy NIM pri ruznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o
pH 2,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 1 (1), 2 (2), 4 (3), 6 (4), 8 (5), 10 (6), 20 (7), 40 (8), 60 (9), 80 (10), 100 (11)

umol r.
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Tabulka 4: Parametry kalibracnich primek pro oxidacni stanoveni NIM, méreno na UTGE v prostiedi BR pufiu o pH 2,0
a ethanolu (7:3).

Metoda Smérnice Usek Korelaéni LOD
(nA 1 umol™) (nA) koeficient (mol 1)

DCV 17,85 -20,55 0,9994 7,18-1077

DPV 17,98 23,17 0,9988 3,79:1077

DCV i1 DPV v prostfedi BR pufru o pH 4,0—ethanol (7:3) poskytly znatelné piky od
koncentrace 4 umol I'!. Linearni kalibraéni zavislost byla od 4 do 100 pmol I"!. Kalibra¢ni
zavislost je zobrazena na obr. 30 pro DCV a na obr. 32 pro DPV. Obr. 31 (DCV) a 33 (DPV)

ukazuji pfislusné voltamogramy. Parametry linedrnich regresi jsou uvedeny v tab. 5.

1200 |- o
1000 | -
800 =
600 =
400 |- -
200 |- / -
-

1 1 1 1 1 1
0 2Q 40 60 80 100

I, (nA)

¢ (umol - 1)

Obrazek 30: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufru o pH 4,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedrni regrese od 4 do 100 umol .
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Obrazek 31: DC voltamogramy NIM pri riznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostredi BR pufru o
pH 4,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 4 (1), 6 (2), 8 (3), 10 (4), 20 (5), 40 (6), 60 (7), 80 (8), 100 (9) umol 17].
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Obrazek 32: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH 4,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedrni regrese od 4 do 100 umol [
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Obrazek 33: DP voltamogramy NIM pri riuznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o
pH 4,0 a ethanolu. Koncentrace: 4 (1), 6 (2), 8 (3), 10 (4), 20 (5), 40 (6), 60 (7), 80 (8), 100 (9) umol [*'.

Tabulka 5: Parametry kalibracnich primek pro oxidacni stanoveni NIM, méreno na UTGE v prostiedi BR pufiu o pH 4,0
a ethanolu (7:3).

Metoda Smérnice Usek Korela¢ni LOD
(nA 1 umol ™) (nA) koeficient (mol 1)

DCV 11,42 18,83 0,9997 2,45-10°¢

DPV 12,00 0,40 0,9971 7,79-107

4.3.2 Redukéni stanoveni

Pfi reduk¢nich stanovenich bylo zvoleno prostfedi BR pufru o pH 2,0—ethanol (7:3)
u obou metod a dale u DCV prostiedi BR pufru o pH 4,0—ethanol (7:3) a u DPV prosttedi
BR pufru o pH 5,0—ethanol (7:3). Méfeni probihalo dvéma zptsoby, vzhledem k malym
relativnim odchylkdm u obou metod, a to s olesténim povrchu pracovni elektrody a bez
olesténi. V prostiedi BR pufru o pH 2,0—ethanol (7:3) byla métena kalibracni zavislost pouze
bez olesténi elektrody. Bylo mozné vyhodnotit v§echny koncentra¢ni fady, a proto se da fict,
ze je redukéni stanoveni citlivéj$i oproti oxida¢nimu, ¢emuz nasvédcuji 1 vySsi absolutni

hodnoty ziskanych smérnic kalibra¢nich pfimek (tab. 6-8 vs. tab. 4 a 5). Obecné se elektroda
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méng¢ pasivuje a proudy pikll jsou pro stejné koncentrace NIM je vyssi, a tudiz je 1ze snaze
vyhodnotit. Na obr. 34 je zobrazena kalibracni zavislost métena metodou DCV v prostiedi
BR pufru o pH 2,0—ethanol (7:3), ktera je linearni v celé proméfované koncentracni Skale.

Obr. 35 ukazuje piislusné DC voltamogramy. Parametry linearni regrese jsou uvedeny v tab. 6.
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Obrazek 34 Kalibracni zavislost pro NIM. Mereno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufiu o pH 2,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linearni regrese.
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Obrdazek 35: DC voltamogramy NIM pri riiznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufiu o pH
2,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 0,1 —2 (1), 4 (2), 6 (3), 8 (4), 10 (5), 20 (6), 40 (7), 60 (8), 80 (9), 100 (10) umol 1—14
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Na obr. 36 je zobrazena kalibra¢ni zavislost méfena metodou DPV v prostfedi BR
pufru o pH 2,0—ethanol (7:3). Obr. 37 ukazuje pfislusné DP voltamogramy. Parametry

linearni regrese jsou uvedeny v tab. 6.
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Obrazek 36.: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH 2,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linearni regrese.
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Obrazek 37: DP voltamogramy NIM pri riznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH
2,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 0,1 —2 (1), 4 (2), 6 (3), 8 (4), 10 (5), 20 (6), 40 (7), 60 (8), 80 (9), 100 (10) umol Iil.
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Tabulka 6: Parametry kalibracnich primek pro redukcni stanoveni NIM, méreno na UTGE v prostiedi BR pufiu o pH 2,0
a ethanolu (7:3).

Metoda Smérnice Usek Korela¢ni LOD

(nA 1 umol ™) (nA) koeficient (mol I'")
DCV -27,57 12,73 —0,9985 2,08:1077
DPV -30,17 10,24 —0,9960 1,79-1077

Na obr. 38 (bez olesténi povrchu pracovni elektrody) a 40 (s olesténim elektrody) je
zobrazena kalibra¢ni zavislost méfend metodou DCV v prostfedi BR pufru o pH 4,0—ethanol
(7:3). Obr. 39 (bez olesténi povrchu pracovni elektrody) a 41 (s olesténim elektrody) ukazuje

ptislusné DC voltamogramy. Parametry linedrnich regresi jsou uvedeny v tab. 7.
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Obrazek 38: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufiru o pH 4,0 a ethanolu

(7:3). V grafu zobrazena linearni regrese od 0,1 do 80 umol 17[.
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Obrazek 39: DC voltamogramy NIM pri riznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufiu o pH
4,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 0,1 —2 (1), 4 (2), 6 (3), 8 (4), 10 (5), 20 (6), 40 (7), 60 (8), 80 (9), 100 (10) umol r’
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Obrazek 40. Kalibracni zavislost pro NIM. Meéreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR pufiru o pH 4,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedarni regrese.
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Obrazek 41: DC voltamogramy NIM pri riznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DCV v prostredi BR pufru
o pH 4,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 0,1 —2 (1), 4 (2), 6 (3), 8 (4), 10 (5), 20 (6), 40 (7), 60 (8), 80 (9), 100 (10)

umol [ ™.

Tabulka 7: Parametry kalibracnich primek pro redukcni stanoveni NIM, méreno na UTGE pomoci DCV v prostiedi BR
pufiu o pH 4,0 a ethanolu (7:3).

Uprava UTGE Smérnice Usek Korela¢ni LOD
(nA 1 umol ™) (nA) koeficient (mol 1)

Bez olesténi -23,84 6,945 —0,9990 1,95-1077

S olesténim —35,65 —-104,5 —0,9976 1,00-10°°

Na obr. 42 (bez olesténi povrchu pracovni elektrody) a 44 (s olesténim elektrody) je
zobrazena kalibracni zévislost méfena metodou DPV v prostfedi o BR pufru o pH 5,0—
ethanol (7:3). Obr. 43 (bez olesténi povrchu pracovni elektrody) a 45 (s olesténim elektrody)

ukazuje ptislusné DP voltamogramy. Parametry line4rnich regresi jsou uvedeny v tab. 8.
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Obrazek 42: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu o pH 5,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedarni regrese.
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Obrazek 43: DP voltamogramy NIM pri riznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu
o pH 5,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 0,1 —4 (1), 6 (2), 8 (3), 10 (4), 20 (5), 40 (6), 60 (7), 80 (8), 100 (9) umol 17].
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Obrazek 44.: Kalibracni zavislost pro NIM. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiru o pH 5,0 a ethanolu
(7:3). V grafu zobrazena linedarni regrese.
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Obrazek 45: DP voltamogramy NIM pri riznych koncentracich. Méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR pufiu
o pH 5,0 a ethanolu (7:3). Koncentrace: 0,1 —4 (1), 6 (2), 8 (3), 10 (4), 20 (5), 40 (6), 60 (7), 80 (8), 100 (9) umol r.
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Tabulka 8: Parametry kalibracnich primek pro redukcni stanoveni NIM, méreno na UTGE pomoci DPV v prostiedi BR
pufru o pH 5,0 a ethanolu (7:3).

Uprava UTGE Smérnice Usek Korelacni LOD
(nA 1 umol™) (nA) koeficient (mol 17"

Bez olesténi -33,59 15,05 —-0,9994 4,17-1077

S olesténim -31,85 -166,1 —0,9983 1,17-10°°
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5. Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala studiem elektrochemického chovani nesteroidniho
pomoci dvou technik — DC voltametrie (DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV). Jako
pracovni elektroda byla pouzita kompozitni uhlikova elektroda z ultracistého grafitu
(UTGE). Studovano bylo oxida¢ni i redukéni chovani NIM a byl zkouman mechanismus
elektrodové reakce, kde bylo uréeno Ze se na oxidaci i redukei podili stejny pocet H' iontl
a elektronti. Pti zésaditych pH probiha katodicka reakce pravdépodobné ve dvou krocich
ptes vznik nitroradikalového aniontu, protoze hodnota proudu piku prudce klesa a reakce je
tudiz pomalejsi.

Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni NIM pro ob¢ voltametrické metody.
Bylo zjisténo, Ze katodické redukéni stanoveni ma vyssi citlivost nez anodické oxidacni, ale
1 voxidaéni Casti potenciadlli lze nalézt optimalni podminky pro stanoveni NIM. Pro
anodickou DCV je to smésné prostiedi BR pufru o pH 4,0 a ethanolu (7:3), kde bylo mozné
ziskat linearni zavislost v koncentraénim rozmezi od 4 do 100 umol 1"!. Pro anodickou DPV
je to smésné prostiedi BR pufru o pH 2,0 a ethanolu (7:3), kde byl proméfen linearni
koncentraéni rozsah od 1 do 100 pmol 1"!. Ob& metody vyzadovaly kratké olesténi povrchu
pracovni elektrody pfed kazdym méfenim, coz vedlo ke ziskani vyssich proudii pikd.

Pro katodické redukce mizeme volit varianty s olesténim 1 bez olesténi povrchu
pracovni elektrody — bez olesténi mély kalibrace vzdy vysSi korelacni koeficient a
v prostfedich BR pufru o pH 4,0 (DCV) i pH 5,0 (DPV) a ethanolu (7:3) byla ziskana
kalibra¢ni zavislost linedrni pouze do 80 umoll™'. Zde za idedlni prostiedi miizeme
povazovat vSechna proméfend prostiedi, avSak z hlediska rychlosti a prakti¢nosti by byla
vhodnéjsi méteni bez olesténi povrchu UTGE, pokud by se nejednalo o koncentrace NIM
vy$§i nez 80 pmol 1!, Pokud by se jednalo o stanoveni vys§ich koncentraci NIM, pak by
byla vhodné&j$i metoda s olesténim povrchu pracovni elektrody. U vSech vyvinutych metod
byly uréeny hodnoty LOD a LOQ (vysledky v tab. 9), které je mozné snadno porovnat
s alternativnimi voltametrickymi metodami stanoveni NIM (tab. 10).

Dal8im krokem pro pokracujici vyzkum tohoto tématu by bylo stanoveni NIM vyse

vyvinutymi metodami v 1ékovych formach, ptipadné aplikace na vzorky pitné a fi¢ni vody.
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Tabulka 9: Prehled dosazenych mezi detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) pri stanoveni NIM pomoci DCV a DPV na
UTGE. Hodnota pH udava pH pouzitého BR pufiu ve vyuzivanych zakladnich elektrolytech o sloZzeni BR pufr—ethanol
(7:3). Techniky s hvezdickou jsou provedeny s olesténim elektrody pred kazdym mérenim.

pH Technika LOD (mol 1) LOQ (mol 1
2,0 DCV — oxidace* 7,18:1077 2,39-10°¢
DPV — oxidace* 3,79:1077 1,26-10°¢
4,0 DCV - oxidace* 2,45-107° 1,38:107°
DPV — oxidace* 7,79-1077 2,60-10°¢
2,0 DCV - redukce 2,08:1077 6,93-1077
DPV — redukce 1,79-1077 5,97-1077
4,0 DCV - redukce 1,95-1077 6,51-1077
DCV - redukce* 1,00-10°¢ 3,33-10°°
5,0 DPV — redukce 4,17-107 1,39-10°¢
DPV — redukce* 1,17-10° 3,89:10°°

Tabulka 10: Porovnani hodnot mezi detekce (LOD) dosazenych pro stanoveni NIM pomoci DCV a DPV na UTGE a mezi
detekce alternativnich elektrochemickych metod.

Technika Elektroda LOD (mol I'")  Literatura
DPV GCE (nemodifikovand) 3,2:10°° 16
DPV HMDE 5,0-10°° 20
DPV GCE/nanoéastice TiO2 3,4-107° 22
DPV CPE/uhlikové nanotrubice 1,1-107° 13
SWV CPE/pryskytice Amberlite XAD-4 1,3-1078 32
CV Sitotiskové uhlikova elektroda/oxid grafenu 3,5-107 37
SWV Zlata elektroda/L-cystein 4,5-1077 38
DCV UTGE 2,0-1077 tato prace
DPV UTGE 1,8-1077 tato prace
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